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【要旨】移植医療における拒絶反応は現在でもなお克服すべき重要な課題の一つであり、そのメカニズムに
ついてはいまだ不明な点が多い。拒絶反応を抑制することは免疫寛容を導入することであり、近年、この免
疫寛容に関与する細胞群（免疫制御細胞）に関する知見が集積されつつある。免疫制御細胞とは、免疫機構
に抑制的に働く機能を有する細胞群の総称であり、様々な細胞表面分子マーカーにより定義されつつある。
しかしながら、免疫抑制を行わない通常の臓器移植後の拒絶反応の経過の中で、免疫制御細胞の関与は明ら
かでない。
　一方、同種移植実験においては、MHCが異なっていてもドナー・レシピエントの組み合わせによっては
比較的移植片の生恥の長いものがあることが知られている。特に、Semi－allogeneic移植やF1－hybrid移植など
と呼ばれる雑種第1代目Fユ）から親世代（P）への移植においては、移植片の生着が通常の同種移植より長い
傾向にある。我々はこの点に着目し、マウスのSemi－allogeneicの組み合わせを用いて、免疫抑制剤の非使用
上に心臓移植と皮膚移植を行い、Fully－allogeneicの組み合わせと比較し、臓器移植後の経過中に免疫制御細
胞の関与があるか否かを検討した。
　Semi－allogeneic心移植を行ったレシピエントから術後に脾細胞を採取し、新たな同系のレシピエントに養
子移入し、このレシピエントにSemi－allogeneicあるいはFully－allogeneicの心移植、皮膚移植を行ったとこ
ろ、移植片の生着延長効果が認められた。さらにこの効果には抗原特異性も認められた。本研究の結果から
Semi－allogeneic移植後に拒絶反応が惹起されたレシピエントの体内に免疫制御細胞が存在することが示さ
れ、免疫抑制二尊使用下の臓器移植拒絶反応時でも免疫制御細胞が関与していることが示唆された。
はじめに
　移植医療は種々の臓器における特定疾患の治療の
選択肢として確立されており、その重要性については
あらためて論じる必要はないと思われる。しかしなが
ら、実地臨床においては現在でもなお、臓器移植後の
急性あるいは慢性拒絶反応の問題は完全には解決さ
れておらず、免疫抑制剤による拒絶反応のコントロー
ルが主な治療法となっているのが現状である。拒絶反
応を完全に抑制することは実質的には免疫寛容を導
入することであり、近年の実験的な研究ではこの免疫
寛容のメカニズムについて様々な新しい知見が得ら
れている。様々な報告の中で種々の免疫制御細胞の存
在が明らかになりつつあり、今後さらなる研究・臨床
応用が期待されている1『3）。免疫制御細胞とは、古典的
にはサプレッサーT細胞の名で知られるが、他の反応
性細胞に対し抑制的に働く細胞群であり、CD25や
Foxp3といった種々の細胞表面分子マーカーを有す
ることが報告されている4｝6）。これらは免疫寛容状態
になったレシピエントの個体内に認められるほか、移
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悪後の免疫反応のみならず、健常個体内にも存在し、
自己免疫疾患の発生等にも関与していると考えられ
ている6－8）。すなわち、リンパ球の自己に対する免疫寛
容は、胸腺での発生過程における自己反応性リンパ球
クローンの除去によって成立すると信じられてきた
が、近年の研究により、この自己反応性リンパ球ク
ローンの除去の過程は不完全であり、健常個体にはク
ローン除去を逃れた自己免疫病を惹起する能力を
もった自己反応性リンパ球が存在することがわかっ
てきた。そしてこの自己反応性リンパ球は、免疫制御
細胞によって抑制的に制御されていることも明らか
になってきている。つまり、この免疫制御細胞は抗原
特異的な抑制効果を有するため、この効果を利用し、
目的とする抗原に対する反応のみを抑制できれば、移
植抗原に対する免疫寛容の導入が可能になると考え
られている。しかしながら、この免疫制御細胞の起源
やその活性化などのメカニズムについてはまだまだ
不明な点が多い。特に、免疫抑制劣等を使用して拒絶
反応を抑え免疫寛容となった個体中にはこの免疫制
御細胞は存在していることが証明されているが、免疫
抑制を行わない通常の臓器移植後の拒絶反応の経過
の中で、これらの細胞群が関与しているか否かについ
ては明らかでない。この問題を明らかにすることは、
免疫制御細胞の活性化メカニズムについて、解明の一
助になるものと考えられる。
　一方、同種移植実験において、ドナーとレシピエン
トの組み合わせによっては、免疫抑制剤を使用しなく
ても長期の生着が得られる場合があることが以前よ
り知られている9）。中でも、雑種第1代（F1）から親世
代（P）への移植においては移植片の生着が通常の同
種移植より長い傾向にあり10）、F1－hybrid移植やSemi－
allogeneic移植と呼ばれるが、そのメカニズムについ
てははっきりとした定説はない。
　今回我々は、この雑種第1代（F、）から親世代（P）
への組み合わせでの免疫抑制を行わない通常の臓器
移植後の拒絶反応において、免疫制御細胞が関与して
いるのではないかという仮説をたて、マウスの心移
植、皮膚移植モデルを用いて検討した。
研究材料および方法
　1．実験動物
　6～8週齢で体重20g前後のBALB／c（H－2d）、
C57BL／6（H－2b）、　CB6Fl（H－2b／d）およびCBA／Ca（H－2k）
のマウス（雄）を使用した。
　尚、本研究は、動物実験に関する東京医科大学動物
実験指針（東京医科大学雑誌51巻3号1993年）を尊
服し、博愛の精神に基づき実験を行った。
　II．実験方法
　実験は以下の薬物および機材を使用して行った。
　1．リンパ球増殖試験
　Kodairaらの方法11）を用い、刺激細胞として
BALB／c、　C57BL／6、あるいはCB6Flの骨髄細胞より
分離・培養して得られた樹状細胞を使用した。得られ
た樹状細胞は10ng／ml　LPSを加えて24時聞刺激し
た後、15　Gyの放射線を照射した。培養液中に種々の
濃度に調整し、96穴丸底プレートに100μ1ずつ分注
した。反応細胞はBALB／cの脾細胞を採取し、　MACS
CD4（L3T4）MicroBeadsとMACS　LSカラム、　Var－
ioMACS　instrument　（Miltenyi　Biotec　lnc．　CA．　USA）
を使用し分離したCD4＋細胞を使用した。5×104個／
mlに調整し、刺激細胞を分注したプレートに100　Pt　1
ずつ加え、370c、5％co2下で3日間培養した。20μci／
mlチミジン（ICN　Pharmaceuticals、　CA、　USA）を加
えさらに16時間培養した後、チミジンのDNAへの
取り込みをシンチレーションカウンター（Wallac、
Finland）にて計測した。
　2．細胞障害試験
　細胞障害試験は、教書12）に準じて以下のように行っ
た。エフェクター細胞は、BALB／cの脾臓およびリン
パ節の細胞を採取し、MAcs　cDgo（Thyl．2）Mi－
croBeadsとMACS　LSカラム、VarioMACS　instrument
（Miltenyi　Biotec　Inc、　CA、　USA）を用いて、　CD90＋細
胞を分離した。放射線照射したC57BL／6の脾細胞と
混合し、37℃、5％CO2下で6日間培養した。標的細胞
は、C57BL／6、　CB6Fl、およびBALB／cの脾細胞にそ
れぞれ2μ／mlのコンカナバリンA（ConA）を加え、
3日間培養した。培養後、生存率80％以上であること
を確認し、02mCi　51Crを加え3時間培養しラベルし
た。これにエフェクター細胞を加え、種々のエフェク
ター・標的細胞比（E／T　Ratio）となるように調整し、
6時間培養した後、上清をシンチレーションカウン
ター（Wallac，　Finland）にて計測した。両細胞の上清
から得られた値をcpm、am。1。、、標的細胞のみの上清か
ら得られた値をcpm，p。nt。。e。u，、標的細胞に5％Triton－X
lOOを加えた上清から得られた値をCPMmaxとし、以下
の計算式にて％Lysisを求めた。
％LYSiS＝（CPMsarnpies－CPMspontaneous）／（CPMmax－
CPMspontaneous）　×100
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　3．免疫組織化学的染色
　摘出したグラフトは、メスにて数分割しHE染色用
に10％中性緩衝ホルマリン液により固定し、免疫組織
化学染色用には冷イソペンタンで処理するとともに
液体窒素にて凍結し、一・85℃で保存した。4μm切片の
スライドグラスを作成した後は、染色までは密封状態
で一・85℃で保存した。染色前に室温に戻し、4℃のア
セトン（Fisher　Scientific社）で10分間固定したのち、
さらに10分間風乾した。その後1mM　EDTA含有1％
パラホルムアルデヒドで2分間固定し、PBSにて3回
洗浄した。
　免疫染色は、Plattらの方法13）に準じ、以下のように
行った。一次抗体として抗マウスCD4（BD／Pharmin－
gen社）、　CD8a（BD／Pharmingen社）、　MHC－classlI
（ATCC社）、　IgG1（SouthernBiotech社）、　IgM（Souther－
nBiotech社）、　C3（Cell　sciences社）のラットモノク
ローナル抗体、および抗マウスCD3eハムスターモノ
クローナル抗体（BD／Pharmingen社）を使用した。各
抗体は5％BSA加PBSにて希釈し、30分間室温にて反
応させた。次にPBSで洗浄後、　FITC－conjugated　goat
anti－rat　IgG（Jackson　Immunoresearch）またはFITG
conj　ugated　goat　anti－hamster　lgG　（Jackson　lmmunor－
esearch）と室温で45分間反応させた。さらにPBSで
洗浄後、FITC－conjugated　Rabbit　F（ab■）、　fragments　to
goat　IgG（ICN　Biomedical）と反応させた後、　PBSと
PH　8．6の1，4－diazabicyclo［2．2．2］octane（DABCO）、
4，6－diamidino－2－phenylindole（DAPI）、および50％
glycerol添加PBS溶液を含む溶液にて洗浄した。
　スライドは使用時まで4℃の暗所に保管し、観察は
蛍光顕微鏡（Leica　DMRD）にて行った。デジタル画
像は顕微鏡に付属した高解像度CCDデジタルカメラ
（DP70、オリンパス社）にて撮影した。
　4．移植方法
　（1）心移植
　頚部への異所性心移植を、Matsuuraらの方法14）に
若干の変更を加え、以下の方法で行った。ドナーはケ
タミン0．2mg／g、　Xyladine　l．8　mg／gの腹腔内投与にて
麻酔した。クラムシェル切開にて開胸後、直ちに上大
静脈を結紮切離したのち、30G針を用いて冷ヘパリン
添加生理食塩水lmlを下大静脈から潅流した。続い
て血管系を剥離し、大動脈は腕頭動脈起始部の末梢側
で切離し、肺動脈は左右肺動脈分岐部の末梢で結紮し
切離した。肺静脈は心臓後面の組織と一塊として、6－
0絹糸で結紮後切離し、心臓を摘出した。摘出心は冷ヘ
パリン添加生理食塩水中に保存した。レシピエントは
ケタミン0．2mg／g、　Xyladine　I．8　mg／gの腹腔内投与に
て麻酔し、術中にケタミン0．07mg／g、　Xyladine　O．6
mg／gの追加麻酔を行った。右側頚部を剃毛後、縦方向
に約1．5～2cmの皮膚切開を加え、脂肪組織や腺組織
を摘除したのち頚動静脈を剥離した。マイクロクリッ
プでそれぞれの血管をできるだけ中枢側で遮断し、カ
ブを装着できる長さを残して末梢側で切断した。静脈
には22G静脈留置針の汽筒で作成したカブを、動脈に
は1．8Frカテーテルで作成したカブを用いて、頚動脈
と移植心の大動脈、頚静脈と移植心の肺動脈とをそれ
ぞれ吻合した。マイクロクリップをはずし、心拍動の
再開とその後肉眼的にうっ血のないことを確認し、7－
0絹糸にて閉創した。術後は連日心拍動を触知し、拍動
の消失をもって拒絶と判定した。免疫抑制剤は使用し
ていない。
　（2）皮膚移植
　ドナー、レシピエントともに心移植と同様の方法で
麻酔し、Samsteinらの方法15）に準じて以下のように
行った。ドナーの尾の皮膚を5mm×5mmの大きさに
準備し、レシピエントの背部にやや大きめのグラフト
ベットを作成し、皮膚を置いてガーゼとテーピング
テープにて6日間圧迫固定した。6日後に丁寧にテー
プを剥がし、以後は毎日皮膚の性状を観察した。グラ
フトの80％以上が暗赤色に変化した時点で、拒絶と判
定した。免疫抑制剤は使用していない。
　5．養子移入（adoptive　transfer）
　CB6FlあるいはBALB／cをドナーとして、　BALB／c
に前述の方法で心移植を行った。移植後6日目にレシ
ピエントBALB／cより脾細胞（50×106個）を採取
し、新たなBALB／cの静脈内へ注入した。脾細胞を注
入したBALB／cをレシピエントとして、注入した直後
に皮膚移植あるいは心臓移植に用いた。
　皿．実1験群
　各実験：において、BALB／c（H－2d）からBALB／c（H－
2d）への移植群をSyngeneic群（以下SYN群と略
す）、CB6Fl（H－2b／d）からBALB／c（H－2d）への移植群を
Semi－allogeneic群（以下SA群と略す）、　C57BL／6（H－
2b）からBALB／c（H－2d）への移植群をFully－
allogeneic群（以下FA群と略す）とした。
　A．単移植
　（a）皮膚移植のみ
　BALB／c（H－2d）をレシピエントとして、　CB6Fl
（H－2b／d）からの皮膚移植群（SA群：ノ〉＝13）と
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C57BL／6（H－2b）からの皮膚移植群（FA群：ノ〉＝13）
とを比較検討した。
　（b）心臓移植のみ
　BALB／c（H－2d）をレシピエントとして、　CB6Fl（H－
2b／d）からの心移植群（SA群：ノ〉＝7）とC57BL／6（H－
2b）からの心臓移植群（FA群：N＝5）とを比較・検
討した。また、C57BL／6（H－2b）をレシピエントとして
CB6F1（H－2b／d）からの心臓移植群（SA／dto　b群：
ノ〉＝7）も比較検討した。
　B．心臓移植＋皮膚移植
　CB6Fl（H－2b／d）から皮膚移植するBALB／c（H－2d）レ
シピンエントに対し、皮膚移植の6日前（day－6）に心
移植を行い、day　Oからの皮膚移植片の拒絶される日
数を比較検討した。心移植のドナーで群分けし、
CB6Fl（H－2b／d）からの心移植群（SA－HTx群：N＝13）
とBALB／c（H－2d）からの心移植群（SYN－HTx群：
N＝14）、および心移植をしない群（non－HTx群：N＝
13）とした。
　C．養子細胞移入
　（a）養子細胞移入＋皮膚移植
　前述の方法で脾細胞を移入後、レシピエント
BALB／c（H－2d）にCB6Fl（H－2b／d）からの皮膚移植を
行った。脾細胞を採取したBALB／c（H－2d）には、　day－6
にCB6Fl（H－2b／d）あるいはBALB／c（H－2d）から心移
植を行っており、それぞれSA－HTx群（N＝12）、　SYN－
HTx群（N＝4）として、皮膚移植片の経過を比較検
討した。
　（b）養子細胞移入＋心臓移植
　Day－6にBALB／c（H－2d）をレシピエントとし、
CB6Fl（H－2b／d）あるいはBALB／c（H－2d）から心移植を
行った。6日後（day　O）に前述の方法で脾細胞を採取
し、新たなBALB／c（H－2d）に移入後、このBALB／c（H－
2d）をレシピエントとしてC57BL／6（H－2b）からの心
移植を行った。Day－6の心移植のドナーにより群分け
し、BALB／c（H－2d）からの群をSYN－HTx群（N＝5）、
CB6Fl（H－2b／d）からの群をSA－HTx群（N＝6）とし、
day　Oからの心移植片の経過を比較検討した。また補
足実験として、SA－HTx群のday　Oの心移植ドナーを
CBA／Ca（H－2k）とした群をSA－HTx　十　third　party
HTx群（ノ〉＝5）として比較検討した。
　IV．統計処理
　測定結果は平均値±標準誤差に表記した。移植片の
生存分析にはKaplan－Meier法を用いて算出し、生存
率の差についてはLogrank検定を行った。
　各群間の統計学的有意差検定には一元配置分散分
析および多重比較検定を用いた。
　いずれも危険率5％未満（P＜0。05）の場合を有意
差有りと評価した。
結 果
　1．皮膚移植と心移植におけるSA群とFA群の比
　 　較（Fig．1）
　皮膚移植後の生出日数は、FA群では平均7．0日に
対し、SA群では平均8．6日と長く、魚群問に有意差
ψ＜o．Ol）が認められた（Fig．　lA）。また心移植での生
着日数も、FA群では平均7．8日に対し、　SA群では平
均60．4日と有意差ψ＜0．Ol）をもって長かった。また
SA群のレシピエントをC57BL／6（H－2b）とした群
（SA／dtob群）でも、町着日数は平均74．2日であり、
SA群と同様に生着日数の長いものが認められた
（Fig．　lB）。移植臓器にかかわらずSA群ではFA群よ
りも平均生着日数が長いことが確認された。またこの
傾向は、レシピエントがBALB／cのみならず、他のマ
ウスでも同様であることが示唆された。
　2．in　vitroでのBALB／cリンパ球のSA群と：FA
　　　群に対する反応性の比較（Fig．2）
　BALB／cリンパ球のCB6FlおよびC57BL／6に対
する反応性をin　vltroで比較した。　CD4＋細胞を用い
たりンパ球増殖試験では、BALB／cから分離・培養さ
れた樹状細胞に対しては増殖を示さなかったが、
CB6FlおよびC57BL／6からの樹状細胞に対しての増
殖は、ともに有意差（ρ＜0．Ol）をもって高値を示し
た。しかしながらCB6FlとC57BL／6の群での比較で
は、その増殖に有意差は認められなかったψ＝0．877）
（Fig．2A）。　cD90＋細胞（Thyl．2細胞：マウスT細胞）
を用いた細胞障害試験でも、BALB／cからの標的細胞
に対する細胞障害性は認められなかったが、CB6Flお
よびC57BL／6からの標的細胞に対する細胞障害性は
有意ψ＜0．05）に高値であった。CB6Fl群がやや低い
傾向にはあるが、すべてのE／T比においてCB6Fl群
とC57BL／6群の間に有意差は認められなかった（す
べてp＞o．05）（Fig．2B）。これらのことからBALB／cの
リンパ球は、SA群（CB6F1からの細胞）とFA群
（C57BL／6からの細胞）に対する細胞増殖能、細胞障
害性において明らかな相違はないと考えられた。
　3．心移植片の病理および免疫組織化学的検討
　　　（Fig．　3）
　次にSA群、　FA群の心移植片において、細胞浸潤な
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どの拒絶反応における病理学的な相違の有無につい
て検討した。SA群、　FA群ともに拒絶される前の時点
である移植後6日目の移植片について、両群問で顕微
鏡下に比較した。H－E染色、免疫組織染色（CD3e、
CD4、　CD8）それぞれについて、両群とも明らかに
SYN群より多くの細胞浸潤が認められ、　acute　cellular
rejectionの像を呈していた。しかしながら両群問では
細胞浸潤の程度、CD3e＋細胞、　CD4＋細胞、　CD8＋細
胞の数などについて明らかな相違は認められなかっ
た。また、血管内皮におけるMHC　class　IIの発現や
IgG、　IgM、　C3の沈着も、両群ともSYN群より多く認
めたが、平群間に明らかな相違は認められなかった。
このことより、移植後初期（少なくとも6日目まで）
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には、病理学的にも両性問で明らかな相違はないと考
えられた。
　これまでの実験において、in　vitroでの細胞増殖能お
よび細胞障害性、加印。での病理学的な比較において
明らかな差異がないにもかかわらず、SA群では明ら
かにFA群よりも生着が長いことが示されており、
SA群において何らかの免疫制御因子が関与している
のではないかと考えられた。
　4．Semi－allogeneic心移植による皮膚移植片の生
　　　着延長効果
　そこでSemi－allogeneic心移植によって、他の移植片
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Difference　between　Semi－allogeneic　and　fully－allogeneic
graft　survival
A．　Skin　graft　survival
Semi－allogeneic　skin　grafts　were　rejected　significantly
more　slowly　than　fully－allogeneic　skin　grafts．　Graft
survival　is　shown　and　the　median　survival　is　statistically
different　between　two　groups　（’p　〈O．Ol）．
B．　Heart　graft　survival
Semi－allogeneic　heart　gtafts　were　rejected　statistically
significantly　more　slowly　than　fully－allogeneic　heart
grafts　in　BALB／c　recipient　（“p〈O．Ol；　semi－allogeneic
grafts　vs．　fully－allogeneic　grafts）．　Semi－allogeneic　heart
grafts　in　C57BL／c　（semi－allogeneic／d　to　b）　were　also
rejected　in　a　similar　time．
30：1 15：1 7．5：1　3．3：1
EIT　Rat韮o
1，6：1　O．8：1
Fig．2　Lymphocyte　reaction　to　semi－allogeneic　and　fully一
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allogeneic　cells
A．　MLR
BALB／c　CD4’　T　cells　proliferated　in　reaction　to　CB6Fl
and　C57BL／6　dendritic　cells，　but　not　to　BALB／c　den－
dritic　cells　（“p〈O．OI；　BALB／c　vs．　CB6Fl，　tp〈O．Ol；
BALB／c　vs．　C57BL／6）．　No　diffrerences　were　seen　statis－
tically between　CB6Fl　and　C57BL／6　dendritic　cells
（p　〉　O．05）．
B．　CTL　assay
BALB／c　CD90　（Thy　1．2）’　cells　showed　cytotoxic　activ－
ity to　 he　target　cells　from　CB6F1　and　C57BL／6，　but　not
to　th 　cells　f om　BALB／c　（“p〈O．Ol；　BALB／c　vs．
CB6Fl　at　all　ratios，　tp　〈ODI；　BALB／c　vs．　C57BL／6　at
a l　ratios）．　No　differences　were　seen　statistically
betwe n　CB6Fl　and　C57BL／6　groups　at　all　ratios　（p＞
O．05）．
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CD3e
（　×　200）
CD4
（　×　200）
CD8
（x200）
IgG
（　x　200）
IgM
（　x　200）
C3
（　×　200）
　　　　　　Syngeneic　Semi－allogeneic　Fully－atlogeneic　Syngeneic　Semi－allogeneic　Fully－allogeneic
Fig．3　Pathological　assessment　of　heart　grafts　at　POD　6
　　　Semi－allogeneic　and　fully－allogensic　heart　grafts　at　6　days　after　heart　transplantation，　were　compared　pathologically　with
　　　H－E　stain　and　immunohistochemistry　（CD3e，　CD4，　CD8，　MHC－class　II，　lgG，　lgM，　and　C3）．　H－E　stain　shows　the　same
　　　degree　of　acute　cellular　rejection　in　both　groups．　lmmunohistochemistry　shows　that　the　number　of　infiltrate　CDe3’　cells，
　　　CD4’　cells，　and　CD8’　cells，　are　similar　in　both　groups．　MHC－class　II　expression　and　lgG，　lgM，　and　C3　deposits　in　the
　　　endothelial　cells　on　the　vessels　are　also　similar　in　both　groups．
の拒絶が延長されるのかどうかを、同じレシピエント
に心移植と皮膚移植を行って検討した。SA群の皮膚
移植の6日前に心臓移植を行い、CB6Flをドナーとし
た群（SA－HTx　i群：N＝13）、　BALB／cをドナーとした
群（SYN－HTx群：N＝14）および心臓移植をしな
かった群（no－HTx群：N＝13）とし、皮膚移植した日
からの皮膚移植片の生面を比較した。SYN－HTx群と
no－HTx群での町着日数はそれぞれ平均8．8日と8．6
日であり、有意差は認めず、心移植操作による皮膚移
植片の延長効果はないものと考えられた。一方SA－
HTx群の生絹日数は13．2日であり、SYN－HTx群と比
較して有意（ρ＜0．Ol）に延長していた（Fig．4）。　Semi－
allogeneic心移植によって、　Semi－allogeneic皮膚移植
の生着日数が延長されることが示された。しかしなが
らこの場合、Semi－allogeneic心移植によりレシピエン
トの体内にあるT細胞等の拒絶担当細胞が心移植の
拒絶反応に動員され、相対的に皮膚移植に対して不足
したために拒絶反応が弱まり、二二日数が延長した可
能性も考えられた。
　5．養子移入による皮膚移植片の生着延長効果
　そこで、同様に6日前（day－6）に心移植を行い
（SYN－HTx群およびSA－HTx群）、　day　Oにレシピエン
トから脾細胞を採取して新たなBALB／cに養子移入
し、CB6Flからの皮膚移植片の薄着を検討した（Fig．
5A）。生着日数はSYN－HTx群で7．5日、　SA－HTx群で
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Fig．4　Semi－allogeneic　skin　transplantation　at　6　days　after　heart
　　　transplantation
　　　Semi－allogeneic　skin　transplantations　（CB6Fl　to
　　　BALB／c）　were　performed　at　6　days　after　heart　transplan－
　　　tation　which　were　semi－allogeneic　（from　CB6Fl：　SA－
　　　HTx）or　syngeneic（from　BALB／c：SYN－HTx）．　Semi－
　　　allogeneic　skin　transplantations　without　heart　transplan－
　　　tation　were　also　performed　as　a　negative　control　group
　　　（no一一HTx）．　Skin　graft　survival　between　SYN－HTx　and
　　　no－HTx　groups　were　not　different　statistically　（tp＞
　　　O．05；　SYN－HTx　vs．　no－HTx）．　The　skin　grafts　in　the
　　　SA－HTx　group　were　rejected　statistically　significantly
　　　more　slowly　than　the　skin　grafts　in　the　SYN－HTx　group
　　　（＊p　〈O．Ol；　SA－HTx　vs．　SYN－HTx）．
8．7日と、SA－HTx群において有意差ψ＜0．05）をもっ
て延長されることが示された（Fig．5B）。すなわち、養
子移入した細胞には皮膚移植の拒絶反応を遅らせる
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CB6Fl（］’1－2L”Li）UiS．emi－allogeneicHTx　＠＠＠50×106Splenocytes
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Fig．5　Semi－allogeneic　skin　transplantation　with　adoptive
　　　　transfer　of　splenocytes　from　semj－allogeneic　heait　graft
　　　　reclplent
　　　　A．　lllustration　of　experiment
　　　　Semi－allogeneic　（SA－HTx）　or　syngeneic　（SYN－HTx）
　　　　heart　transplantations　were　performed　on　day　一6　to
　　　　BALB／c　recipients．　Splenocytes　taken　from　the　recipi－
　　　　ent　with　the　heart　graft　were　adoptively　transferred　into
　　　　new　BALB／c　recipients　at　day　O．　Then，　semi－
　　　　allogeneic　skin　transplantation　was　performed　from　a
　　　　CB6Fl　donor．
　　　　B．　Skin　graft　survival
　　　　The　skin　grafts　in　the　SA－HTx　group　were　rejected
　　　　statistically　significantly　more　slowly　than　the　grafts　in
　　　　the　SYN－HTx　group　（’p　〈O．05）．
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免疫制御因子が含まれていることが示された。
　6．養子移入による：FA群心移植片の生着延長効果
　この養子移入した細胞に、心移植片に対しても延長
効果があるのかどうかを検討した。同様に養子移入
（SYN－HTx群とSA－HTx群）したBALB／cレシピエ
ントに、C57BL／6からの心移植を行って生着を比較し
た（Fig．　6A）。　SYN－HYx群では生頭日数は平均7．4日
であったのに対し、SA－HTx群では平均23．2日と有意
差（ρ＜O．01）をもって延長しており、FA群の心移植
においても、養子移入した細胞による生着延長効果が
示された（Fig．6B）。また、　SA－HTx群のレシピエント
にCBA／Ca（H－2k）の心移植を行った群（SA－HTx＋
third　party　HTx群）では、生着日数は平均8．6日と短
く、SA－HTx群との間に有意差ψ＜OOI）が認められ
　　　　　o　lo　20　30　40　se
　　　　　　　　　 Days　after　Heart　Transplantation
Fig．6　Fully－allogeneic　heart　transplantation　with　adoptive
　　　　transfer　of　splenocytes　from　semi－allogeneic　heart　graft
　　　　reclp’tent
　　　　A．　lllustration　of　experiment
　　　　Semi－allogeneic　（SA－HTx）　or　syngeneic　（SYN－HTx）
　　　　heart　transplantations　were　performed　on　day　一6　to
　 　　BALB／c　recipients．　Splenocytes　taken　from　the　recipi－
　　　　ents　with　the　heart　graft　were　adoptively　transferred　into
　　　　new　BALB／c　recipient　at　day　O．　Then，　fully－allogeneic
　　　　heart　transplantations　from　C57BL／6　donors　were　per－
　　　　formed．　Fully－allogeneic　heart　transplantations　from
　　　　CBA／Ca　（H－2k）　were　also　performed　（SA－HTx十third
　　　　party　HTx）．
　　　　B．　Heart　graft　survival
　　　　The　heart　grafts　in　SA－HTx　group　were　rejected　statisti－
　　　　cally　significantly　more　slowly　than　the　grafts　in　the
　　　　SYN－HTx　group　（＊p〈O．Ol；　SA－HTx　vs．　SYN－HTx）．
　　　　Fully－allogeneic　heart　grafts　in　the　SA－HTx十third
　　　　party　HTx　group　were　rejected　statistically　significantly
　　　　more　quickly　than　the　grafts　in　the　SA－HTx　group
　　　　（tp〈O．Ol；　SA－HTx　十third　party　HTx　group　vs．　SA－
　　　　HTx　group）
た。このことは、H－2b／dから移植が行われたH－2dレシ
ピエントの脾細胞の養子移入による免疫制御は、H－2b
を発現する臓器に対して特異的であり、H－2kを発現す
る臓器に対しては無効であることが示唆された。
　以上より、Semi－allogeneic心移植によって、移植さ
れた個体には免疫制御機構が作動すること、この免疫
制御機構は脾細胞の養子移入によって他の個体へ伝
達可能であることが示された。またこの免疫制御機構
（7）
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はsemi－allogeneic心移植の非自己抗原に特異的であ
ることが示唆された。
考 察
　臓器移植における拒絶反応は、移植医療が一般的な
治療法となりつつある現在においても、非常に重要な
問題であり、そのメカニズムはいまだに不明な点が多
い。
　拒絶反応はまず宿主のT細胞が移植抗原を認識す
ることから始まるが、この移植抗原には数々の抗原系
が存在しており、Snellらにより、特に強力な拒絶反応
を引き起こす抗原系が同定され、Histocompatibility－2
（H－2）抗原と名づけられた16）。その後この抗原系は他
の動物種にも広く認められることが明らかとなり、現
在では主要組織適合性抗原Major　Histocompatibility
Complex（MHC）と呼ばれている。この移植片のアロ
MHC分子が樹状細胞などの抗原提示細胞によって
提示され宿主T細胞に認識されると、T細胞が強力に
活性化して種々のサイトカインを産生し、エフェク
ター細胞（T細胞、B細胞、　NK細胞など）が活性化さ
れ拒絶反応が起こると考えられている。しかしながら
実験的な同種移植において、MHCの異なるマウス同
士でもドナーとレシピエントの組み合わせによって
は、免疫抑制剤を使用しなくても長期の必着が得られ
る場合があることが知られている9）。中でも、F、一hybrid
移植やSemi－allogeneic移植などと呼ばれる雑種第1
代（F、）から親世代（P）への移植においては、移植片
の生着が通常の同種移植より長い傾向にある10）。これ
には細胞表面のMHC分子の頻度やNK細胞の拒絶
反応への関与などが考えられるが、そのメカニズムに
ついては明確な定説はない。
　一方、1970年代よりこの拒絶反応に抑制的に働く細
胞群の存在が提唱されており17）、その後この細胞群は
サプレッサーT細胞として考えられてきた。最近では
この細胞群は免疫制御細胞と呼ばれており、拒絶時の
みならず、正常時においても健常個体中に存在してお
り、自己免疫病を惹起する能力をもつ自己反応性リン
パ球クローンに対して抑制的に働いていると考えら
れている6－8）。その代表的な細胞は、制御性T細胞
（regulatory　T　cells：Treg）と呼ばれるT細胞サブセッ
トであり、CD4＋CD25＋5）やCD4＋Foxp3＋6）、　CD8＋
CD122＋18）などの分子表面マーカーによって定義され
る。またT細胞以外にも樹状細胞などが、免疫制御性
細胞として作用することも明らかになってきてい
る19）20）。概念的には、免疫制御細胞はその発生起源によ
り「内在性」と「誘導性」とに分けられているが、そ
の起源についてはまだ不明な点が多いのが現状であ
る。移植後の免疫寛容に関与する細胞はこの「誘導性
免疫制御細胞」と考えられ、これまで免疫抑制剤ある
いは移植前や生後まもなくの処置・細胞移入などによ
り免疫寛容を導入したレシピエント中に存在するこ
とが証明されてきた21－25）。しかしながら、通常の同種
移植の拒絶反応において、この細胞群の作用の有無つ
いては明らかではない。
　本実験では、雑種第1代（F、）から親世代（P）への
移植（Semi－allogeneic移植）を用いて、その拒絶反応
における免疫制御細胞の関与について検討した。まず
Semi－allogeneic移植がFully－allogeneic移植よりも早
着が長いことが心移植と皮膚移植実験により認めら
れた。またこの傾向は、ドナー・レシピエントの組み
合わせにはよらないことが示唆された。皮膚移植と心
移植の間で生卵期間が異なるのは、その抗原性や血管
吻合の有無、グラフトの大きさの違いによるものと考
えられる26）。リンパ球増殖試験では、レシピエントの
CD4＋T細胞の反応性は、　Semi－allogeneicな細胞に対
するものとFully－allogeneicな細胞に対するものとの
間には、有意差がないことが示された。また細胞障害
試験では、レシピエントT細胞の細胞障害性は、やや
Fully－allogeneicな細胞に対する方が強い傾向にはあ
が、これもSemi－allogeneicな細胞とFully－allogeneic
な細胞との問には有意差がないことが示された。すな
わちレシピエントのリンパ球細胞増殖能、細胞障害性
においては、Semi－allogeneicな細胞とFully－allogeneic
な細胞に対しての問で差異は認められないと考えら
れた。グラフトの病理学的な検討では、グラフトが完
全に拒絶される前の時点（術後6日）において、細胞
浸潤の程度、血管内皮のMHC－class・llの発現や抗体・
補体の沈着についても、Semi－allogeneic移植とFully－
allogeneic移植との間に差異がないことが示された。
このように功卿。とin　vitroのそれぞれの検討におい
ても明らかな差異がないにもかかわらず、Semi－
allogeneic移植ではグラフト生噛が有意に長く、この
移植により何等かの免疫制御因子の関与が考えられ
た。Semi－allogeneic心移植によるグラフト糊着延長効
果を検討するため、Semi－allogeneic皮膚移植の前に
Semi－allogeneicあるいはSyngenic心移植を行う実験
を行ったところ、Semi－allogeneic心移植を行う群に皮
膚移植片の生着延長を認めた。しかしSemi－allogeneic
（8）
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心移植に対して体内のリンパ球が動員され、相対的に
皮膚移植に対する反応が低下した可能性も考えられ
たため、養子移入による実験を検討した。Semi－
allogeneic心移植あるいはSyngenic心移植を行ったレ
シピントから6日後に脾細胞を採取し養子移入した
新しいレシピエントでのSemi－allogeneic皮膚移植片
の生着は、Semi－allogeneic心移植を行ったレシピント
の脾細胞を養子移入した群で延長することが示され
た。すなわち、養子移入した細胞には皮膚移植の拒絶
反応を遅らせる免疫制御因子が含まれていることが
示された。同様に、この養子移入した細胞が心移植に
対しても作用するのかを心移植においても検討した。
その結果、Fully－allogeneic心移植においても延長効果
は認められた。しかしthird　paltyからのFully－
allogeneic心移植にはその延長効果は認められず、養
子移入による免疫制御因子には抗原特異性があるこ
とが認められた。以上により抗原特異的免疫寛容を担
う細胞、すなわち免疫制御細胞の関与が示された。つ
まり、免疫抑制剤を用いないSemi－allogeneic移植の拒
絶反応において、免疫制御細胞の関与が示された。し
かしながら、この細胞は拒絶の速度を抑えてはいるも
のの、免疫寛容の導入までには至っていない。この実
験で認められた免疫制御細胞の本体や起源が何であ
るのか、また移植臓器の拒絶時には消失してしまうの
か、など不明な点は多く、これらのメカニズムの解明
が今後の課題である。これらのメカニズムの解明が、
今後拒絶反応抑制や免疫寛容の導入に関する研究に
寄与し、将来的に移植医療に貢献するものと期待され
る。
結 論
　1．リンパ球増殖試験、細胞障害性試験において、レ
シピエントのリンパ球はSemi－allogeneicな細胞と
Fully－allogeneicな細胞に対しての反応性に差異がな
いことが示された。
　2．病理学的な検討においても、Semi－allogeneic心
移植とFully－allogeneic心移植後のグラフトでは、細
胞浸潤やMHC－class　IIの発現、抗体・補体の沈着など
について差異はないことが示された。
　3．Semi－allogeneic心移植を行ったレシピエントに
さらにSemi－allogeneic皮膚移植を行うと、皮膚移植の
密着延長効果が認められた。
　4．Semi－allogeneic心移植を行ったレシピエントか
ら、新たな同系のレシピエントに脾細胞を養子移入
し、このレシピエントにSemi－allogeneic皮膚移植を
行ったところ、移植片の生着延長効果が認められた。
これにより、免疫担当細胞の相対的不足による移植片
生着延長の可能性が否定され、養子移入した脾細胞内
に免疫制御細胞が存在することが示唆された。
　5．Semi－allogeneic心移植を行ったレシピエントか
ら、新たな同系のレシピエントに脾細胞を養子移入
し、このレシピエントにFully－allogeneic心移植を
行ったところ、生着延長効果を認めた。またこの効果
には抗原特異性が認められ、抗原特異的免疫寛容を担
う細胞、すなわち免疫制御細胞の関与が示された。
謝 辞
　稿を終えるにあたり、本研究に対し懇篤なご指導と
ご高配を賜りましたMayo　Clinic、　Jeffrey　L．　Platt教
授、ならびに東京医科大学国際医学情報センター、J．
Patrick　Barron教授に厚く御礼申し上げます。また東
京医科大学外科学第一講座医局員および関係者の
方々よりご理解、ご支援を頂きましたことに深く感謝
いたします。
文 献
1）　Chatenoud　L，　Salomon　B，　Bluestone　JA：　Suppres－
　sor　T　cells－they’re　back　and　critical　for　regulation
　of　autoimmunity！　lmmunol　Rev　182：149－163，
　2001
2）　Mattews　JB，　Ramos　E，　Bluestone　JA：　Clinical　trials
　of　transplant　tolerance：　slow　but　steady　progress．
　Am　J　Transplant　3：　794－803，　2003
3）　Walsh　PT，　Taylor　DK，　Turka　LA：Tregs　and　trans－
　plantation　tolerance．　J　Clin　lnvest　114：　1398－
　　1403，　2004
4）　Sakaguchi　S，　Sakaguchi　N，　Asano　M，　ltoh　M，　Toda
　M：lmmunologic　self－tolerance　maintained　by
　activated　T　cells　expressing　IL－2　receptor　alpha－
　chains（CD25）．　Breakdown　of　a　single　mechanism
　of　self－tolerance　causes　various　autoimmune　diseases．
　J　lmmunol　155：　1151－1164，　1995
5）　Takahashi　T，　Tagami　T，　Yamazaki　S，　Uede　T，
　Shimizu　J，　Sakaguchi　N：Immunologic　self－
　tolerance　maintained　by　CD25’CD4’　regulatory　T
　cells　constitutively　expressing　cytotoxic　T
　lymphocyte－associated　antigen　4．　J　Exp　Med　192：
　303－309，　2000
6）　Hori　S，　Nomura　T，　Sakaguchi　S：Control　of
　regulatory　T　cell　development　by　the　transcription
　factor　Foxp3．　Science　299：　1057－1061，　2003
7）　Fontenot　JD，　Gavin　MA，　Rudensky　AY：　Foxp3
　programs　the　development　and　function　of　CD4十
　CD25十　regulatory　T　cells．　Nat　lmmunol　4：　304一
（9）
2009年1月 緒方他4名　同種移植後拒絶反応における免疫制御細胞の関与に関する検討 一　69　一
8）
9）
10）
11）
12）
13）
14）
15）
16）
17）
18）
19）
306，　2003
Khattri　R，　Cox　T，　Yasayko　SA，　Ramsdell　F：　An
essential　role　for　Scurfin　in　CD4十CD25十　T
regulatory　cells．　Nat　lmmunol　4：　337－342，　2003
Zhang　Z，　Zhu　L，　Quan　D，　Garcia　B，　Ozcay　N，　Duff
J，　Stiller　C，　Lazarovits　A，　Grant　D，　Zhong　R：
Pattern　of　liver，　kidney，　heart，　and　intestine　allograft
rejection　in　different　mouse　strain　combinations．
Transplantation　62：　1267－1272，　1996
Pettirossi　O，　Sakai　A，　Kountz　S：　Differential　sur－
vival　of　F　l　hybrid　allografts　in　parental　recipients．
Transplantation　21：　403－407，　1976
Kodaira　Y，　Nair　SK，　Wrenshall　LE，　Gilboa　E，　Platt
JL：　Phenotypic　and　functional　maturation　of　den－
dritic　cells　mediated　by　heparan　sulfate．　J　Immuno1
165：　1599－1604，　2000
Current　protocols　in　immunology：　www．current－
protocols．com／WileyCDA／CPTitle／isbn－
0471522767．html
Platt　JL，　Lebien　TW，　Michael　AF：Interstitial
mononuclear　cell　populations　in　renal　graft　rejec－
tion．　J　Exp　Med　155：　17－30，　1982
Matsuura　A，　Abe　T，　Yasuura　K：　Simplified　mouse
cervical　heart　transplantation　using　a　cuff　technique．
Transplantation　51：　896－898，　1991
Samstein　B，　Johnson　GB，　Platt　JL：Toll－like
receptor－4　and　allograft　responses．　Transplantation
77：　475－477，　2004
Snell　SD：　Studies　in　histocompatibility．　Science
213：　172－178，　1981
Gershon　RK，　Kondo　K：　lnfectious　immunological
tolerance．　Immunology　21：　903－912，　1971
Rifa’1　M，　Kawamoto　Y，　Nakashima　1，　Suzuki　H：
Essential　role　of　CD8＋CDI22＋regulatory　T　cells　in
the　maintenance　of　T　cell　homeostasis．　J　Exp　Med
200：　1123－1134，　2004
Ko　S，　Deiwick　A，　Jager　MD，　Dinkel　A，　Rohde　F，
20）
21）
22）
23）
24）
25）
26）
Fischer　R，　Tsui　TY，　Rittmann　KL，　Wonigeit　K，
Schlitt　HJ：　The　functional　relevance　of　passenger
leukocytes　and　microchimerism　for　heart　allograft
acceptance　in　the　rat．　Nat　Med　5：　1292－1297，　1999
0’Connell　PJ，　Burlingham　WJ：　Donor　dendritic
cell　persistence　in　organ　allograft　recipients　in　the
abs nce　of　immunosuppression．　J　Leukoc　Biol　66：
301－305，　1999
Kitagawa　S，　Sato　S，　Azuma　T，　Hori　S，　Hamaoka　T，
Fujiwara　H：　Requirement　of　the　thymus　for　the
recovery　of　anti－alloantigen　helper　T　cells　from
tolerance　induced　by　intravenous　presensitization
with　allogeneic　cells．　J　lmmunol　144：　4139－4146，
1990
Johnson　BD，　Becker　EE，　LaBelle　JL，　Truitt　RL：
Role　of　immunoregulatory　donor　T　cells　in　suppres－
sioll　of　grafトversus－host　disease　fbllowing　donor
leukocyte　i fusion　therapy．　J　Immunol　163：6479－
6487，　1999
Valujskikh　A，　VanBuskirk　AM，　Orosz　CG，　Heeger
PS：A　rol 　for　TGFbeta　and　B　cells　in　im－
munologic　tolerance　after　intravenous　injection　of
soluble　antigen，　Transplantation　72：685－693，
2001
Graca　L，　Cobbold　SP，　Waldmann　H：　ldenification
of　regulatory　T　cells　in　tolerated　allografts．　J　Exp
Med　195：　1641－1646，　2002
Chen　ZM，　O’Shaughnessy　MJ，　Gramaglia　1，
Panoskaltsis－Mortari　A，　Murphy　WJ，　Narula　S，
Roncarolo　MG，　Blazar　BR：IL－10　and　TGF－beta
induce　alloreactive　CD4一トCD25－Tcells　to　acquire
regulatory　cell　function．　Blood　101：5076－5083，
2003
He C，　Schenk　S，　Zhang　Q，　Valujskikh　A，　Bayer　J，
Fairchild　RL，　Heeger　PS：　Effects　of　T　cell　fre－
quency　and　graft　size　on　transplant　outcome　in　mice．
J　lmmunol　172：　240－247，　2004
（　10　）
一　70　一 東京医科大学雑誌 第67巻第1号
Immunoregulatory　cells　in
　　　　　　　　　　　　　　　after　allogeneic
the　process　of　the　rejection
transplantation
Kiyoshi　OGATA，　Naohiro　KAJIWARA，　Osamu　UCHIDA，
Norihiko　IKEDA，　Harubumi　KATO
First　Department　of　Surgery，　Tokyo　Medical　University
Abstract
　　　　The　problem　of　transplanted　organ，　although　extremely　important，　is　still　unclear．　Complete　suppression　of　rejection　is
thought　to　be　the　same　as　introduction　of　immunological　tolerance．　Recent　studies　have　revealed　the　function　of　certain　cell
groups，　which　are　related　to　immunological　tolerance　and　act　as　immunoregulatory　cells．　lmmunoregulatory　cells　are　defined
as　cell　groups　with　suppressive　effects　on　the　immune　system，　and　some　cell　surface　markers　have　been　found．　However，　the
participation　in　immune　regulation　by　these　cells　in　the　normal　process　of　rejection　without　immunosuppression　is　not　well
understood．
　　　　On　the　other　hand，　in　experimental　organ　transplantation，　the　gra丘s　transplanted　in　solne　MHC－different　donor－recipient
combinations　are　known　to　be　rejected　less　quickly　than　in　other　allogeneic　combinations．　Particularly，　in　the　transplantation
from　the　first　filial　generation　（F，）　to　the　parent　generation　（P），　referred　to　as　“semi－allogeneic”　or　“Fi－hybrid”　combination，
the　grafts　survive　longer　than　the　usual　combination　which　is　referred　to　as　“fully－allogeneic”　combination．
　　　　Using　heait　and　skin　transplantation　in　this　semi－allogeneic　combination，　we　evaluated　the　participation　of　immunor－
egulatory　cells　in　the　rejection　process　without　immunosuppression．　Semi－allogeneic　skin　grafts　and　fully－allogeneic　heart
grafts　in　the　recipients　with　adoptively　transferred　splenocytes　fi－om　another　recipient　with　semi－allogeneic　heait　graft　were
rejected　more　slowly　than　the　controls．　However，　fully－allogeneic　heart　grafts　fi－om　the　third　party　group　in　the　recipients　with
the　same　adoptive　transferred　splenocyts　rejected　quickly．　Theref（）re　the　splenocytes　from　the　r㏄ipient　with　semi－allogeneic
heart　graft　were　thought　to　contain　MHC－specific　immunoregulatory　cells．　These　results　indicate　that　immunoregulatory　cells
participate　in　the　process　of　natural　organ　rejection　process　without　immunosuppression．
〈Key　words＞Immunoregulatory　cells，　Adoptive　transfer，　First　filial　generation
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